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SIROVO MLEKO KAO IZVOR BACILLUS VRSTA  
ODGOVORNIH ZA KVAR PROIZVODA OD MLEKA 
ZORA MIJAEVI, SNEŽANA BULAJI1 
 
IZVOD: Bacillus spp. su esto prisutni kontaminenti sirovog mleka. S obzirom na 
termorezistent njihovih spora opstaju pri termikim tretmanima u mlekarskoj industriji. 
Njihova proteolitika aktivnost dovodi do kvara mleka i time utie na smanjenu održivost 
proizvoda od mleka. U radu smo ispitali zastupljenost bacila u sirovom mleku, uticaj 
temperatura pasterizacije na redukciju bacila u termiki obraenom mleku, kao i proteo-
litiku aktivnost izolovanih sojeva. Materijal su predstavljala 243 uzorka sirovog mleka, 
40 uzoraka pasterizovanog i paralelnih 40 uzoraka sirovog mleka tokom procesa paste-
rizacije i 60 uzoraka pasterizovanog mleka na kraju perioda održivosti. Proteolitika 
aktivnost Bacillus spp. odreivana je na kazeinskom agaru kao ″screening″ metoda, a 
analiza proteolitike aktivnosti celih elija Bacillus spp. u odnosu na proteinske sup-
strate je vršena modifikovanom metodom koju su razvili Hill i Gasson (1986). Nivo 
kontaminacije sirovog mleka sa Bacillus spp. je iznosi 2,76±0,72 log10 cfu/ml, pasteri-
zovanog mleka tokom procesa proizvodnje 1,74±2,52 log10 cfu/ml, dok je nivo kontami-
nacije upakovanog pasterizovanog mleka sa Bacillus spp. iznosio 2,38±0,47 log10 cfu/ml. 
Identifikacijom sojeva Bacillus spp. izolovanih iz sirovog mleka ustanovljeno je prisu-
stvo: B. licheniformis sa 46,15%, B. pumilus sa 15,38%, B. subtilis sa 15,38%, B. brevis 
sa 11,54%, B. sphaericus sa 7,69 i B. cereus sa 3,85%, a u pasterizovanom mleku tokom 
procesa proizvodnje ustanovljeno je prisustvo B. subtillis 71,42%. B. pumilus 14,28% i 
B. licheniformis 14,28%. Izolovani sojevi Bacilus spp. pokazali su izrazitu proteolitiku 
aktivnost što za posledicu ima smanjenje održivosti i kvar pasterizovanog mleka. 
 
Kljune rei: bacili, proteolitika aktivnost, kvar proizvoda od mleka 
 
UVOD 
 
Bacili su ubikvitarni mikroorganizmi pa se kontaminacija sirovog mleka ovim 
mikroorganizmima ne može izbei, a karakteristika stvaranja termorezistentnih spora 
ini izvesnim njihov nalaz i u termiki tretiranim proizvodima od mleka. Bacili su 
mikroorganizmi koji imaju znaajnu aktivnost proteolitikih enzima. Proteolitikom 
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aktivnošu bacila degradira se kazein, i time se narušavaju senzorne karakteristike proiz-
voda, esto dovodei do pojave gorkog ukusa i slatkog grušanja mleka. 
Proteinaze bacila katalizuju hidrolizu peptidnih veza unutar polipeptidnih lanaca. 
Diferencijacija unutar ove grupe enzima se postiže na osnovu specifinosti za peptidne 
veze koje grade odreene aminokiseline, kao i na osnovu strukture katalitikog centra. U 
odnosu na strukturu katalitikog centra, odnosno koje bone grupe aminokiselina sai-
njavaju katalitiki centar, proteinaze se klasifikuju u etiri tipa: serinske, cisteinske, as-
partine i metaloproteinaze. Petu grupu proteinaza ine enzimi iji mehanizam katalize 
nije u potpunosti definisan. Proteinaze Bacillus spp. veinom pripadaju tipu serinskih i 
metaloproteinaza (Fira, 1998). U sirovom i termiki obraenom mleku esto se dokazuje 
B. subtilis. Bacillus subtilis produkuje veliku koliinu enzima, koji mogu dovesti do koa-
gulacije mleka (Murray i Kendall, 1969, Puhan, 1966, Puhan i Steffen, 1967, Tsugo i 
Yamauchi, 1959). Ono što predstavlja interesantnu specifinost vezanu za ove proteinaze 
jeste njihov termofilni karakter, aktivne su pri temperaturi ambijenta, ali se njihova opti-
malna aktivnost uspostavlja pri 65oC. Drugu originalnu karakteristiku ovih proteinaza 
predstavlja njihov halofilni karakter (El Mayda i sar., 1985). 
Mijaevi i Bulaji (1998) su ispitujui biohemijske karakteristike sojeva Bacillus 
spp. izolovanih iz sirovog mleka utvrdile da je od 108 ispitivanih sojeva, 86 (79,63%) 
bilo sposobno da degradira kazein. Isti autori su utvrdili da je od 27 psihrotrofna soja 
Bacillus spp. (sposobni da rastu pri 7oC), 23 (85,18%) imalo karakteristiku razgradnje 
kazeina. Iz navoda u literaturi jasno se zapaža da nalaz Bacillus spp. u sirovom mleku 
može biti uzrok slabe održivosti termiki obraenog mleka, jer može dovesti do slatke 
koagulacije mleka ili do pojave gorkog ukusa.  
Da bi utvrdili da li postoji problem prisustva bacila u sirovom mleku u radu smo 
ispitali zastupljenost bacila u sirovom mleku i uticaj temperatura pasterizacije na 
redukciju bacila u termiki obraenom mleku. Procenu održivosti termiki obraenog 
mleka uradili smo odreivanjem proteolitike aktivnosti bacila iz mleka. 
 . 
MATERIJAL I METOD RADA 
 
Materijal su predstavljala 243 uzorka sirovog mleka, koja su uzorkovana u letnjem i 
zimskom periodu, poreklom sa farme i iz kooperacije i sa tri geografska podruja. 
Nivo kontaminacije mleka sa Bacillus spp. tokom procesa pasterizacije je praen u 
vremenu od 90 minuta, pri emu su paralelno uzimani uzorci sirovog i pasterizovanog 
mleka u intervalu od 10 minuta. Proizvodni proces je praen tokom 4 dana. Uzorkovano 
je 40 uzoraka pasterizovanog i paralelnih 40 uzoraka sirovog mleka. Nivo kontaminacije 
gotovih proizvoda na kraju perioda uvanja, praen je kod 60 uzoraka pasterizovanog 
mleka 
Identifikacija glavnih Bacillus spp. morfoloških grupa raena je prema shemi Parry i 
sar. (1983) Izolovani sojevi su na osnovu sposobnosti stvaranja lecitinaze, iskorištavanja 
citrata i sposobnosti anaerobnog rasta rasporeeni u grupe A, B, C, i D. Pored utvrenih 
grupa, ostali sojevi su okarakterisani kao Bacillus firmus i Bacillus sphaericus. 
Identifikacija je izvršena kod 22 soja Bacillus spp. primenom BBL CRYSTAL GP test 
kita. 
Proteolitika aktivnost Bacillus spp. odreivana je na kazeinskom agaru kao ″scre-
ening″ metoda, a analiza proteolitike aktivnosti celih elija Bacillus spp. u odnosu na 
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proteinske supstrate je vršena modifikovanom metodom koju su razvili Hill i Gasson 
(1986) Koncentracija produkata hidrolize supstrata, odnosno trihlorsiretne kiseline 
(TCA) solubilnih oligopeptida u supernatantu je odreivana Lowry-jevom metodom 
(1951). Za odreivanje koncentracija u uzorcima korišena je standardna kriva 
napravljena na osnovu merenja vrednosti apsorpcije svetlosti u seriji rastvora goveeg 
serum albumina (BSA) poznatih koncentracija. Za arbitrarnu jedinicu (A.U.) proteo-
litike aktivnosti uzeta je koliina enzima koja u reakciji oslobodi 1 mg TCA solubilnih 
fragmenata za 1 sat, a proteolitika aktivnost je izraunavana iz razlike koncentracija 
ovih produkata u uzorku pre i posle završene digestije. 
Dobijeni rezultati u ovom radu obraeni su statistikim metodama (aritmetika 
srednja vrednost, mere varijacije, statistika znaajnost razlike) primenom programa 
Statgraphics 5.0 (Statistical Graphics Corporation, USA). 
 
REZULTATI RADA I DISKUSIJA 
 
Nivo kontaminacije sirovog mleka bacilima 
 
Nivo kontaminacije sirovog mleka Bacillus spp. prikazana je u tabeli 1. 
 
Tabela 1. Nivo kontaminacije sirovog mleka Bacillus spp. 
Table 1. Level of Bacillus spp. contamination in raw milk 
Statistiki parametri / Statistical parameters 
Poreklo / Source 
n X±s (log10) Cv (%) Max Min 
Sirovo mleko / Raw milk 243 2,76±0,72 26,11 5,2 1 
 
Pregledom 243 uzoraka sirovog mleka, utvreno je da prosena vrednost nivoa 
kontaminacije sirovog mleka Bacillus spp., iskazana u log10cfu/ml, iznosi 2,76±0,72, sa 
maksimalnom vrednosti 5,2 log10cfu/ml i minimalnom vrednosti 1 log10cfu/ml, te 
koeficijentom varijacije 26,11%.  
 
Zastupljenost vrsta roda Bacillus u sirovom mleku 
 
Korištenjem BBL CRYSTAL GP identifikacionog test kita identifikovane su vrste 
bacila zastupljene u sirovom mleku, a dobijeni rezultati dati u tabeli 2.  
Od ukupno 26 identifikovanih sojeva poreklom iz uzoraka sirovog mleka, 12 
(46,15%) sojeva je potvreno kao Bacillus licheniformis, 4 (15,38%) soja su iden-
tifikovana kao Bacillus pumilus. Oznaku vrste Bacillus subtilis je ponelo 4 (15,38%) 
soja, 3 (11,54%) soja su identifikovana kao Bacillus brevis, 2 (7,69%) soja su potvrena 
kao Bacillus sphaericus, a svega 1 (3,85%) soj je identifikovan kao Bacillus cereus. 
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Tabela 2. Zastupljenost vrsta roda Bacillus u sirovom mleku 
Table 2. Prevalence of Bacillus spp. in raw milk 
Distribucija vrsta / Species distribution 
Vrsta / Species 
n % 
B. licheniformis 12 46,15 
B. pumilus 4 15,38 
B. subtilis 4 15,38 
B. sphaericus 2 7,69 
B. brevis 3 11,54 
B. cereus 1 3,85 
Ukupno 26 100 
 
 
Nivo kontaminacije sirovog i pasterizovanog mleka tokom procesa proizvodnje 
 
Nivo kontaminacije sirovog i pasterizovanog mleka tokom procesa proizvodnje 
prikazan je u tabeli 3. 
 
Tabela 3. Nivo kontaminacije sirovog i pasterizovanog mleka tokom procesa 
proizvodnje 
Table 3. Contamination level of raw and pasteurized milk during production process 
Sirovo mleko 
Raw milk 
Pasterizovano mleko 
Pasteurized milk Vreme procesa (min) 
Time of process (min) X ± s (log10) max min X ± SD max min 
0 2,58 ± 0,52 3,19 2,1 2,52 ± 0,53 3,11 2,1 
10 2,52 ± 0,34 3,1 2,2 2,05 ± 1,25 3,4 0 
20 2,18 ± 1,32 3,3 0 2,41 ± 0,61 3,5 2,1 
30 1,70 ± 1,57 3,1 0 2,43 ± 0,38 3,1 2,15 
40 2,02 ± 1,18 3,1 0 1,74 ± 1,25 3,3 0 
50 1,86 ± 1,05 2,5 0 2,18 ± 0,26 2,6 1,9 
60 2,01 ± 1,27 3,54 0 1,79 ± 1,01 2,3 0 
70 2,02 ± 1,20 3,2 0 2,50 ± 0,55 3,1 2,1 
80 2,53 ± 0,34 3,13 2,26 2,16 ± 0,06 2,21 2,1 
90 2,68 ± 0,70 3,7 2,1 2,40 ± 0,40 3,1 2,1 
  
Rezultati prikazani u tabeli jasno pokazuju da termiki tretmani koji se primenjuju u 
pasterizaciji mleka ne redukuju znaajno Bacillus spp., a u pojedinim sluajevima zahva-
ljujui fenomenu temperaturne aktivacije spore broj Bacillus spp. je vei u pasterizo-
vanom nego u sirovom mleku. 
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Zastupljenost vrsta roda Bacillus tokom procesa proizvodnje 
 
Zastupljenost vrsta roda Bacillus u sirovom i pasterizovanom mleku tokom procesa 
proizvodnje prikazana je u tabeli 4. 
 
Tabela 4. Zastupljenost vrsta roda Bacillus u sirovom i pasterizovanom mleku tokom 
procesa proizvodnje 
Table 4. Prevalence of Bacillus spp. in raw and pasteurized milk during the production 
process 
Distribucija vrsta 
Species distribution 
Sirovo mleko 
Raw milk 
Pasterizovano mleko 
Pasteurized milk 
Vrsta 
Species 
n % n % 
B.licheniformis 12 92,31 1 7,69 
B.pumilus 4 80 1 20 
B.subtilis 4 44,44 5 55,56 
B.sphaericus 1 100 0 0 
B.brevis 3 100 0 0 
B.cereus 1 100 0 0 
 
Od ukupno 13 sojeva Bacillus licheniformis izolovanih tokom procesa proizvodnje, 
12 (92,31%) sojeva je utvreno u sirovom mleku, a svega 1 (7,69%) soj u 
pasterizovanom mleku. Tokom procesa proizvodnje izolovano je i 5 sojeva Bacillus 
pumilus, pri emu su 4 (80%) soja vodila poreklo iz sirovog, a 1 (20%) soj iz 
pasterizovanog mleka. Bacillus subtilis je tokom procesa proizvodnje bio zastupljen sa 9 
sojeva, pri emu je iz uzoraka sirovog mleka izolovano 4 (44,44%) soja, a iz 
pasterizovanog mleka 5 (55,56%) sojeva. Rezultati koji su prikazani u tabeli jasno 
pokazuiju da su temperature pasterizacije preživeli sojevi B. subtilis, B. pumilus i B. 
lichiniformis, dok u procesu proizvodnje pasterizovanog mleka nije dokazan B. 
sphaericus, B. brevis i B. cereus. Nalaz B. subtilis u pasterizovanom mleku prema 
mnogim autorima po pravilu je uzrok kvara jer produkuje veliku koliinu enzima, koji 
razlažu kazein, dovodei do kvara i time smanjene održivosti pasterizovanog mleka u 
prometu (Murray i Kendall, 1969, Puhan, 1966b, Puhan i Steffen, 1967, Tsugo i 
Yamauchi, 1959). 
 
Nivo kontaminacije gotovih proizvoda 
 
Pregledom 60 uzoraka upakovanog pasterizovanog mleka prisustvo Bacillus spp. je 
dokazano kod 45 (75%) uzoraka. 
Nivo kontaminacije gotovih proizvoda je analiziran u odnosu na nivo kontaminacije 
sirovog mleka, koje je poslužilo kao sirovina za dobijanje gotovih proizvoda. Na osnovu 
ovakve korelacije, mogua kontaminacija gotovih proizvoda se dovodila u vezu ili sa 
kontaminacijom polazne sirovine, ili sa mogunošu drugih izvora kontaminacije. Nivo 
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kontaminacije pasterizovanog mleka u odnosu na nivo kontaminacije sirovog mleka 
prikazan je u tabeli 5.  
 
Tabela 5. Nivo kontaminacije upakovanog pasterizovanog mleka u odnosu na nivo 
kontaminacije sirovog mleka 
Table. 5. Contamination level of pasteurized milk compared to contamination level of 
raw milk 
Statistiki parametri / Statistical parameters 
Poreklo / Source 
n X ± s (log10) Cv (%) Max Min 
Sirovo mleko 
Raw milk 45 2,57±0,47 18,13 3,7 2,1 
Pasterizovano mleko 
Pasteurized milk 45 2,38±0,47 19,62 3,5 1,1 
 
Pregledom 45 uzoraka sirovog mleka pripremljenog za pasterizaciju, utveno je da 
je prosena vrednost nivoa kontaminacije sirovog mleka Bacillus spp., iskazana u 
log10cfu/ml vrednosti, iznosi 2,57±0,47, sa maksimalnom vrednosti 3,7 i minimalnom 
vrednosti 2,1, te koeficijentom varijacije 18,13%. Utvreni proseni nivo kontaminacije 
pasterizovanog mleka je iznosio 2,38±0,47 log10cfu/ml, maksimalna vrednost nivoa 
kontaminacije 3,5 log10cfu/ml minimalna vrednost 1,1 log10cfu/ml, a koeficijent 
varijacije 19,62%. 
Kako bi se procenila statistika znaajnost nalaza Bacillus spp., u sirovom i termiki 
obraenom mleku prosene vrednosti nivoa kontaminacije sirovog i pasterizovanog 
mleka su statistiki obraene, primenom t-testa. Statistika znaajnost nalaza Bacillus 
spp. u sirovom i pasterizovanom mleku je prikazana u tabeli 6. 
 
Tabela 6. Statistika znaajnost nalaza Bacillus spp. u sirovom i pasterizovanom mleku 
Table 6. Statistical significanse of Bacillus spp. in raw and pasteurized milk 
Poreklo / Source Sirovo mleko / Raw milk 
Pasterizovano mleko / Pasteurized milk 1,92 
Primenom t-testa utvreno je da, s obzirom na nivo kontaminacije Bacillus spp., 
izmeu uzoraka sirovog i pasterizovanog mleka nema statistiki znaajne razlike 
(p>0,05).  
  
Proteolitiki potencijal bacila 
 
Potencijal proteolize sojeva Bacillus spp. je preliminarno utvren testiranjem na 
agaru sa kazeinom, a proteolitika aktivnost metodom po Lowry-ju i izražena je u 
arbitrarnim jedinicama (A.U.) 
Proteolitika aktivnost pojedinih Bacillus vrsta koje su izolovane iz sirovog i 
pasterizovanog mleka data je u tabeli 7. 
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Tabela 7. Proteolitika aktivnost Bacillus spp. izolovanih iz sirovog i pasterizovanog 
mleka 
Table 7. Proteolytic activity of Bacillus spp. isolated from raw and pasteurized milk 
Statistiki parametri / Statistical parameters 
Poreklo / Source 
n X ± s(log10) Max Min 
Sirovo 
Raw milk 14 178,78±34,51 220 98 
Pasterizovano 
Pasteurized milk 9 182,00±35,30 230 118 
 
Procena proteolitike aktivnosti ispitivanih sojeva bacila raena je poreenjem sa 
proteolitikom aktivnošu referentnih sojeva: Bacillus subtilis ATCC6633 ija je 
proteolitika aktivnost iznosila 100A.U. i Bacillus spp BGA 10649 sa proteolitikom 
aktivnošu od 112A.U. 
Proteolitika aktivnost izolovanih bacila u odnosu na proteolitiku aktivnost 
referentnih sojeva je izrazito vea. Izolovani bacili pokazuju izrazitu proteolitiku 
aktivnost. Nalaz proteolitikih sojeva bacila može uticati na loš ukus pasterizovanog 
mleka i dovosti do kvara istog u deklarisanom periodu. Polazei od injenice da su bacili 
koji se izoluju iz mleka esto proteolitiki (Mijaevi, Bulaji 1998), a pokazuju i 
sposobnost rasta na temperaturama <7oC, može se oekivati da utiu na održivost 
pasterizovanog mleka u prometu. 
 
ZAKLJUAK 
 
Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su zakljuci: 
Nivo kontaminacije sirovog mleka sa Bacillus spp. je iznosio 2,76±0,72 log10 
cfu/ml, pasterizovanog mleka tokom procesa proizvodnje 1,74-2,52 log10 cfu/ml, dok je 
nivo kontaminacije upakovanog pasterizovanog mleka sa Bacillus spp. iznosio 
2,38±0,47 log10 cfu/ml. 
t-testom je utvreno da nema statistiki znaajne razlike u broju bacila u sirovom i 
pasterizovanom mleku. 
Identifikacijom sojeva Bacillus spp. izolovanih iz sirovog mleka ustanovljeno je 
prisustvo : B. licheniformis sa 46,15%, B. pumilus sa 15,38%, B. subtilis sa 15,38%, B. 
brevis sa 11,54%, B. sphaericus sa 7,69 i B. cereus sa 3,85%, a u pasterizovanom mleku 
tokom procesa proizvodnje ustanovljeno je prisustvo B. subtillis 71,42%. B. pumilus 
14,28% i B. licheniformis 14,28%.  
Izolovani sojevi Bacilus spp. pokazali su izrazitu proteolitiku aktivnost što za 
posledicu ima smanjenje održivosti i kvar pasterizovanog mleka.  
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RAW MILK AS A SOURCE OF BACILLUS SPP. RESPONSIBLE FOR THE 
SPOILAGE OF MILK PRODUCTS 
 
ZORA MIJAEVI, SNEŽANA BULAJI 
Summary 
Bacillus spp. are often present as contaminants in raw milk. Due to thermo 
resistance of their spores, bacilli survive after the heat treatment in milk industry. The 
proteolytic activity of bacilli leads to spoilage of milk and milk products and according 
to that influenced the durability of milk product. The material of investigation consisted 
of 243 samples of raw milk, 40 samples of pasteurized milk and corresponding 40 
samples of raw milk during the milk pasteurization and 60 samples of pasteurized milk 
on expiry date. The proteolytic activity of bacilli was determined according to modified 
method that is established by Hill and Gasson (1986). The level of Bacillus spp. 
contamination of raw milk was 2,76±0,72 log10 cfu/ml, 1,74±2,52 log10 cfu/ml for 
pasteurized during production process, and level of Bacillus spp. contamination of final 
product-pasteurized milk was 2,38±0,47 log10 cfu/ml. It was determined the presence of 
following species: B. licheniformis 46,15%, B. pumilus 15,38%, B. subtilis 15,38%, B. 
brevis 11,54%, B. sphaericus 7,69%, B. cereus 3,85% in raw milk and B. subtillis 
71,42%. B. pumilus 14,28% i B. licheniformis 14,28% in pasteurized milk during the 
production process. Isolated strains of Bacillus spp. showed significant proteolytic 
activity which have influenced the durability of pasteurized milk. 
 
Key words: bacilli, proteolytic activity, spoilage of milk products. 
